




















学位 論 文要 ￣曰
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要旨
骨軟部悪性腫瘍は稀な腫瘍であり、有効な抗癌剤が少なく難治'性である。金沢大学医学部附属
病院（以下本院）整形外科ではcan[eineが加川oで抗癌剤の効果を増強するという研究成果を基
に、１１８９年から骨軟部悪性腫瘍の化学療法にcaHeineを併用し、良好な治療成績をあげている。
－３３１－
杭腫瘍効果増強作用は濃度依存的であるとされ、本院整形外科の
皿g/m2/dayという大量のＣａ丘eineが３曰間にわたって点滴投与され
る。CaHeineは中枢興奮作用が強く、高濃度では致死の
可能性もある。また、caHeineはCYP1A2の代謝多型を
判定する指標薬物として知られているため､caHeme併用
化学療法を受ける患者が低代謝型であった場合､caHbine
濃度は予期せぬものとなる可能性がある。
そこで､caHeine併用化学療法を安全に遂行するために
は、血中濃度モニタリングが必要であると考えられ、既
肋Ｗ伽ではＣａ雌ｍｅによる
caBfeine併用化学療法では1,500ｍ
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Ｔｉｍｅ(hr） 報の方法をもとに、除蛋白前処理に固相抽出法を用い、
Figurel・MbineconcentmtioMmepMlein内部標準とカラム温度に改良を加えて、臨床で遂行可能patients・Patiemswereadmmister巴ｄｃａＨｂｉｎｅｂｙ
鯛,鯛鍋島il1i;‘;:;:N;纈脇i;な､簡便で迅速な高速液体ｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｨｰによる測
barrepI巴semtsthemean±S、.(､=３５)． 定法を確立した。
nbleLPhannacokineticparametersofcaHeine この方法を用いて、Ｃａ丘eine併用化学療法
K･(hrI）を受けた患者のＣａ丑bine血中濃度を測定しＣＬ(L/Ｍ（９）Ｖｄ(Ukg）
TlnisstudyI）0.oz5±0011065±0.230.044±0.024た結果、FiguI℃１に示すようにCa丘eine濃度
SawerS動0.084±0030061±0.020.140±0.050は３日間を通して上昇を続け、体内動態値Ｂ1重nchaTd2md EacIwalue疋presentsthemean±SD・は、報告されているものに比べ、クリアラ
1)ImraarterialorintmvenousconstantiniUsionatM･seofl,500ンスがｌ/３にまで減少していることがわか
、g/mﾂdayx3days(､＝35)． った゜（nblel参照)。2)IntravenousconstantinfUsionatadoseof5mg/kgfbr30minutes、
CitedftomJbPhqn"QcoA目i"・Bjqphqm1.1983,11：10,-126． Ｃａ且emeはCYP1A2の代謝活'住の指標と
なるため、代謝物/Ca丘eine濃度比とcaHbineクリアランスの間には相関性が認められると報告され
ているが、大量投与時には24時間目において、すでに報告されている高親和性Ｋｍ値である３５．３
±3.9ＩＬｇ/ｍＬとほぼ等しい濃度に達しており、代謝が飽和を示したために代謝物/Ca丘eine濃度比と
クリアランスの問には、全く相関性が認められなかった。またcaHeineのクリアランスは、投与
量のみならず化学療法プロトーールによっても異なり、輪液量とそれに伴う尿量変化によって左
右されることがわかった。しかし、点滴開始後、４８時間目と７２時間目の血中濃度には相関性が
認められたことから、２４時間目の濃度と４８時間目の血中濃度をもとに１－コンパートメントモデ
ルを用いて72時間目の濃度を予測し、８０Ug/ｍＬを超える場合には、caHeme投与速度を調節する
ことによって、すべての患者で血中濃度を安全に保つことができた。
臨床でのＣａ雌inｅ併用化学療法の効果を動物実験において確認し、より安全で効果的な投与法
を確立するためにラットを用いた加wvoでの検討を行った。臨床で得られた患者の血中濃度をラ
ットで得るための投与量について検討した結果、ラットでも代謝の飽和によってクリアランスに
非線形性が認められ、４５ｍｇ/k9以上の投与量では著しく血中濃度が上昇した。ラットの腹腔内へ
caHeineの繰り返し投与を行ったところ、caHbine血中濃度が低下する現象が見られ、４回の繰り返
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し投与によって、クリアランスが単回投与時の１/３以下にまで減少し、代謝物濃度は大きく上昇
していた。この原因として、ラットの肝臓でCXPm2mRNAの発現が有意に冗進し、約４０％の酵
素活性の上昇を認めた。以上のことから、ラットにcaHbineを繰り返し投与すると代謝の飽和に
よるクリアランスの減少と、酵素活性の上昇によるクリアランスの増加が同時に見られるために、
３日間を通して一定の血中濃度を得ることは困難であることが示され、２４時間のcaHeine血中濃
度＝ントロールによる検討を行った。
CaHeineの抗腫瘍効果増強作用は､すべての抗癌剤や腫瘍に対して認められるわけではないため、
骨肉腫培養細胞を用いて、あらかじめＣａ丘bmeによるcisplatinの抗腫瘍効果増強作用を検討した。
その結果､Ｐ刀遺伝子が野生型であるＯＳＴ細胞あるいは変異型であるＨＯＳ細胞ではcaHeineの併
用でcisplatinに対するIC50値の低下が認められたが、ｐ５３遺伝子が欠損しているSaos-2細胞では
caHbineの併用効果は認められなかった。
また、Ｃａ丑eineの併用でp５３蛋白の発現冗進、ＡＴＭ(ataxia-telangiectasia-mutated)キナーゼの活性
低下が認められたことから、Ｃａ丘eineの効果はｐ５３蛋白を介したアポトーシスの誘導、ＡＴＭキナ
ーゼの活性低下による細胞周期のＧ２/Ｍ期の停滞解除が関与していると示唆された。
ラットに移植可能な骨肉腫細胞であるC-SLM細胞でもcaHeineによるcisplatinに対するIC50値
の低下が認められたことから、caHeineは骨肉腫細胞に対するcisplatmの抗腫瘍効果を、肋Ｗ的に
おいて増強していることが確認され
た。
C-SLM細胞を背部に移植した骨肉
腫担癌ラットに、cisplatmを単独、あ
るいはcaHeineと併用投与し､腫瘍増
殖を観察した結果､Figure2に示すよ
うにcisplatin単独投与ではコントロ
ールに比べて１４日目の腫瘍体積は
ｌＢとなっており、明らかな抗腫瘍効
果が認められたが、100,60,60ｍｇ/kｇ
のcaHeineを併用すると、抗腫瘍効果
はさらに約２倍に増強した。
また、FigmJre3に示すようにこの抗
腫瘍効果増強作用は、caHeineの濃度
10000 iﾄﾞﾝ{【（⑤巨芦臣）⑩臣三一○シ』。Ｅコト
1０００
1００
０２４６８１０１２１４
Ｔｉｍｅ(day）
FigureZ・Antitumoreilbctsofcisp1atinandcaflbineagainstC-SLMcells
bearingmts・Alldrugswercintraperitoneallyadministe唾ｄｔｏｍｔｓ．
(●):control，（Ｏ):caHeinealone(100,60,60ｍｇ/kgatO,８，１６hr)，
(▲):cisplatinalone(3.5ｍｇ/kg),and(△):cisplatin(3.5ｍｇ/kg2hrbefbre
cafrbineadministmtion)＋cafreine(100,60,60ｍｇ/kgatO,８，ｌ６ｈｒ).Rats
wercinoculatedC-SLMcellsintotheback2mdhousedumiluse．
*，＊＊SignificanUydi雄rentfromcisplatinaloneatp<0.Ｏ５ａｎｄｐ<0.005,
r巳spective1yEachpointwithbarrcprcsentsthemean±Ｓ、.(､＝5)．
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が高くなるほど大きく、平均血中濃度がZ6ug/mＬ
以下の場合には抗腫瘍効果増強作用は認められＳ
：８０
なかったことから、caHeine併用化学療法を行う ２５６０
－際には、Can[eineをできる限り高濃度にすること三４０ニ
ニ
、屋２０が抗腫瘍効果士曽強につながることが示された。。旨ｏ
トCaB[eineによるcisplatinの抗腫瘍効果士曽強作用－２０
０５０１００
の機序に＝ついて検討するため､血液､腎臓､肝臓、 AveragepIasmaconcentrationofcaffeine(肥/ｍＬ）
筋肉および9重瘍内のcisplatm濃度を測定した。そ Figure3・RelationshipbetweentumorvolumeaMavemge
の結果、caHemeの併用で、cisplatm投与後４８時plasmaconcentrationofc他ine・RatswereinoculatedC-SLMcellsimtothebackandhoused
間目の腫瘍内CiSplatin濃度が約1.4倍に上昇してumiluse・MswereMmPeritoneallyadministmtedca雌ineevery8hlbCa睦inedosewas（１）５０，３０，３０ｍｇ/kｇ(2)６０，
いたが､腫瘍以外の臓器では変化は認められなか60,60mg/kgand(3)100,60,60mg/kgatO,al化Eachpointwithbar妃presentsthemean±Ｓ、.(､＝3~5)．
った゜また、can[eineの併用によってcisplatmを
輸送すると報告されている腕Zp3(multidrugresistantprotein-assosiatedprotein3)ｍＲＮＡの発現が低
下していることがわかった｡腫瘍での腕ZP3遺伝子の働きはcisplatin排出に関与していると考えら
れるため、caHbineの併用によって、腫瘍内からのcisplatin排出が抑制されることによる濃度上昇
が、抗腫瘍効果を増強したと示唆された。
以上の結果、caHeineによるcisplatin抗腫瘍効果増強作用は、mrp3によるcisplatinの排出を抑制さ
せることに基づくものであり、腕WvoにおいてもcaE[eineは濃度依存的に抗腫瘍効果を増強させる
ことを明らかにし、骨軟部悪性腫瘍の治療においてcaE【eine併用化学療法をより効果的に行うため
には、血中濃度モニタリングによる至適濃度コントロールが重要であることを実証した。
、．
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〆学位論文審査結果の要旨
骨軟部悪性腫瘍は有効な抗がん剤が少ないため難治性であり、予後が極めて悪い腫瘍である。金沢大学医
学部附属病院整形外科では、このような骨軟部腫瘍に対してcisplatinを中心とした化学療法にcaffeineを
併用することにより良好な治療成績を上げている。しかし、併用されるcaffeineは1,500mg／㎡／dayとい
う大量を３日間にわたって点滴静脈内投与きれるため、血中濃度は極めて高濃度となり危険な治療法でもあ
る。
本研究は、患者における代謝の個人差などを考慮して、安全で効果的なcaffeine併用化学療法を遂行する
ためのcaffeineとその代謝物の血中濃度モニタリング法を確立するとともに、cisplatinとcaffeine併用療
法の有用性の検討を行ったものであり、その成果は以下のように要約される。
１）まず、除蛋白前処理に固相抽出法を採用して臨床の通常業務に使用可能な迅速かつ簡便なcaffeine及
び代謝物の同時測定法を確立した。この方法を用いて点滴72時間後のcaffeineの最高血中濃度を点滴
開始２４時間あるいは４８時間の血中濃度から予測し、本治療を受けている全ての患者のcaffeine血中
濃度を危険閾値である８０１JLg/ｍＬ以下にコントロールすうることを可能にした。
２）次に、caffeineの血中濃度に依存してcisplatinの効果が増強されることを動物実験において確認した。
一方では、ラットの腹腔内へ大量のcaffeineを繰り返し投与すると、代謝の飽和によるクリアランス
の非線形性が観察されると同時に、ＣＹＰ１Ａ２の誘導が起こりcaffeine血中濃度が低下することを明ら
かにした。
３）Caffeineとcisplatinの併用でcisplatin投与48時間後の腫瘍内cisplatin濃度は有意に上昇したが、他
の臓器では変化はなかった。また､caffeineの併用で腫瘍内のｍｒｐ３ｍＲＮＡの発現が低下したことから、
caffeineは腫瘍からのcisplatin排出を抑制して、cisplatin濃度を上昇させることによって抗腫瘍効果
を増強させることを示唆した。
４）ざらに、caffeineがcisplatinの抗がん効果を増強することをinvitro実験で確認するとともに、この
併用効果はcaffeineがp53蛋白の発現冗進、ＡＴＭキナーゼの活性低下を介してアポトーシスを誘導し
た結果であることを示した。
以上の研究成果は、骨軟部悪性腫瘍などの難治性腫瘍に対してcaffeine併用化学療法を効果的かつ安全に
施行する基礎を築いたものであり、臨床薬学的に極めて意義ある研究であり、博士（薬学）論文に値すると
判定した。
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